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1Bevezetés
A z Escherichia coii a normál bélflóra tagja emberben és állatokban. 
Emellett szerológiai és egyéb biológiai reakciókkal jól meghatározható és 
elkülöníthető nozológiai egységei vannak, amelyek a bélcsatomában fertőzéseket 
okozhatnak. A z  E  coli számos extraintesztinális fertőzés kórokozója is lehet Ezen 
utóbbi fertőzések esetében nehéz lenne egyértelmű nozológiai egységeket 
felállítani, annyi mindenesetre megállapítható, hogy a kórokozó törzsek nagy 
gyakorisággal rendelkeznek általában több olyan virulencia faktorral, amelyek a 
kolonizációt, inváziót és a szövetek károsodását idézhetik elő, ezáltal akár 
generalizált fertőzést is okozhatnak. A  fertőzés kialakulásában, terjedésében és 
generaüzációjában számos virulencia faktornak van szerepe. A  virulenciát 
meghatározó tényezők közül legfontosabbak a kolonizádóban résztvevő fimbriák, a 
citotoxikus atfa-hemofizin, bizonyos K antigének, sziderophorok, szérumrezisztencia 
és motilitás. E  tényezők patogenetikai szerepének pontos tisztázása és a 
baktériumok virulenciájáért felelős gének illetve a géneket befolyásoló regulátorok 
felderítése, meghatározása napjainkban történik.
A  fertőző betegségek kialakulásában az első és egyik legfontosabb tépés 
a baktériumok adherenciája a gazdasejthez. Ezt az £  coli különböző típusú 
adhezinnekkel, így az I. típusú, P, S, G  fimbriákkal és a Dr és nonfimbriális 
adhezinekkel biztosítja. Ezek az adherencia faktorok megkönnyítik és elősegítik a 
kolonizációt, majd a baktériumok szöveti migrációját, esetenként a fertőzés 
generalizációját Fagyasztott metszeteken végzett vizsgálatok alapján kimutatták, 
hogy a tisztított fimbriák és a fimbriával rendelkező baktériumok fajlagosan 
kötődnek, így például az S  fimbria a vese tubulus és gyűjtőcsatornák hámsejtjeihez,
2a glomerulus vasculáris endotheljéhez valamint az agy microvasculárís endothel 
sejtjeihez, a P fimbriák a vese tubulus és glomerulus epithet sejtjeihez, valamint a 
glomerulus vasculáris endotheljéhez kapcsolódnak.
A  szisztémás fertőzést okozó E. coli törzsek -  mint azt a klasszikus 
agglutinációs módszerekkel és újabban P C R  technikával igazolták -  gyakran 
hordoznak S fimbriákat. Feltételezik, hogy ezen fimbriák patogenetikai szerepe a 
generalizált fertőzés előidézésében nyilvánul meg.
A z extraintesztinális fertőzést okozó E. coli izolátumok kb. 5 0 %  alfa- 
hemolizint termel, amely a Proteus, a Pasteurella és az Actinobadllus genusok 
citoHzin exotoxinjarval együtt az R T X  (repeats in Toxin) családhoz tartozik. 
Immunobiot technikával igazolták, hogy a P. vulgaris és a M. morganii által termelt 
polypeptid molekulasúlya (110 kDa) és antigenitása azonos az £  coti atfa- 
hemolizinével. A z alfá-hemolizinnel szemben a szervezet, mint antigén ellen 
antitestet termel. A  betegek szérumában a fertőzés súlyosságától és időtartamától 
függően különböző titerekben ezt ki tudtuk mutatni.
A  globális regulátorok a virulenciáért felelős főbb gének kifejeződését 
egyidejűleg befolyásolják. Deléciójuk, esetleg transzpozon mutációjuk által 
nemcsak a direkt módon kódolt funkciók károsodnak, hanem számos más 
virulencia funkció is. Amennyiben a deléciót illetve mutációt szenvedett 
génszakaszt helyreállítjuk a kromoszóma egyéb régiói által kódolt virulencia 
funkciók is visszatérhetnek.
Emberben hemorrhágiás colrbst és hemolítikus uraemiás szindrómát 
okozhatnak az enterohemorrhágiás E. coű (E H E C ) 0157:H7 törzsek. A  betegség 
kialakulásáért a baktérium által termelt Shiga-toxint teszik felelőssé, amelyet 
bacteriofág genom kódol. A  RecA fehérje, amely a D N S károsodás
3helyreállításában játszik szerepet, ezen kórokozóban elősegíti konverzió révén a 
vegetatív bakteriofágok replikációját, amelyek által kódolt Shiga-toxin sokszoros 
mennyisége termelődik.
A  kommenzális neisseriák a szájüreg normál flórájához tartoznak. A  
Neisseria család patogén tagja a Neisseria meningitidis szintén előfordulhat a 
szájfiórában anélkül, hogy betegséget idézne elő. Ugyanakkor a meningococcus 
néha órákon belül halálhoz vezető fertőzést okozhat, míg a kommenzális neisseriák 
ritka esetben idéznek elő komolyabb megbetegedést. Molekuláris genetikai analízis 
közeli rokonságot mutatott a patogén meningococcus, gonococcus és a 
kommenzális neisseriák között. A  meningococcus meningrtisek eliminációja a 
világon még mindig probléma az újabban kifejlesztett vacdnák ellenére is, mivel a B 
szerocsoportú N. meningitidis ellen nincs védőoltás. A  kutatások nemcsak a 
patogén meningococcus, hanem a kommenzális neisserák felé is fordultak, 
vizsgálva a virulenda gének transzferének lehetőségét, ami a virulencia 
evolúciójának egy lehetséges útját jelentené.
Célkitűzések
1. Az E. cofi által kifejezett különböző típusú fimbriák kötődésének vizsgálata az 
extracelluláris mátrix fehérjékhez (fibronectin, laminin és különböző típusú 
kollagének). A  fimbriák szerepének vizsgálata a felszálló húgyúti fertőzésekben, 
valamint hematogén fertőzést utánozva a fimbriált és nem fimbriáit törzsek szöveti 
tropizmusának összehasonlítása.
42. A z  alfa-hemolizin termelés és tüdőtoxicitás (hemorrhágiás tüdő ödéma) közötti 
kapcsolat vizsgálata egerekben, valamint az alfa-hemolizrnnel szemben a gazda 
szervezet áltat termett ellenanyagok antitoxikus hatásának kimutatása E. coli és P. 
morganii tüdötoxikus hatásával szemben.
3. A  teuX és sefC tR NS-t kódoló gének globális regulator szerepének, ezáttal 
befolyásának vizsgálata az uropátogén £  coli virulenciájára in vitro és in vivő.
4. A  RecA protein befolyásának vizsgálata a különböző patogén £  coli törzsek 
virulenciájára in vivo.
5. A  genetikai transzfer lehetőségének vizsgálata a patogén neisseria törzsek 
virulencia génjeinek (pilE, porA és iga) azonosításával a kommenzális 
neisseriákban.
A  vizsgálatok során alkalmazott módszerek
1. Virulencia markerek kifejeződésének in vitro kimutatása:
-  fimbriák kimutatása -  haemagglutináciős teszttel mannóz nélkül és mannóz
jelenlétében 
-  elektronmikroszkóppal 
• extracellulárís matrix fehérjék kötése:
agglutinációs módszerrel Naidu szerint (1 ) 
microtFter lemezen Ljungh és Wadström szerint (2)
-  rajzás vizsgálata 0.2 %  agar táptalajt tartalmazó kis Petri csészében
-  siderophor termelés kimutatása -  Chrome Azurol sulfonate (C A S ) indikátor
lemezen Schwyn és Neilands módszerével (3)
5-  szérum rezisztencia vizsgálata -  Taylor és Hughes szerint normál szérumban (4)
-  hemolizin termelés vizsgálata -  Smith, valamint Bauer és Welch módszerével(5,6)
2 . in vitro viruiencia vizsgálatok állatkísérletes modellekben:
-  tüdő toxidtási teszt egerekben Kétyi és mtsai módszerével (7)
-  tüdő toxin neutralizációs teszt egerekben Em ődy és mtsai szerint (8 )
-  intravénás és intraperitoneális viruiencia vizsgálat az elhullás arányának 
megállapítása -  Kárber szerinti LD50 meghatározás, az adott dózisokkal 
fertőzött egerek megfigyelése 14 napig. A z  elhullott állatok szerveinek 
patomorfótógiai vizsgálata, az elváltozott szervek hisztológiai vizsgálata.
-  nephrovirulencia teszt egerekben intravénás fértőzés után Van den Bosch 
szerint (9 )
-  viruiencia vizsgálat szopós egerek húgyhólyag fertőzésével Kétyi szerint (10)
-  baktériumok eliminációjának vizsgálata egerek intravénás fertőzése után 
Hacker és mtsai szerint (11)
-  csirkeembrió viruiencia teszt -  Powell és Finkelstein módszerével (12)
-  egér kolonizációs vizsgálatok -  az egerek bélflóráját per os streptomycin 
kezeléssel az Enterobacteríaceae család tagjaitól mentesítettük, majd E. cotí 
törzsekkel fertőztük. A  fertőzést követően naponta széklet mintát gyűjtöttünk 
és homogenizálás után meghatároztuk a fertőzéssel bevitt E. coli 
megjelenését szelektívvé tett eozin-m etilénkék táptalajon.
3. Genetikai módszerek
-  Standard genetikai módszereket a Molecular doning: a laboratory manual 
(Sambrook ef ét. 1989.) és a Current Protocoll in Molecular Biology (Moore et 
at. 1987) alapján alkalmaztuk.
-  D N S -D N S  hibridizációk:
6D NS jelölése -  P CR  DIG Probe Synthesis Kit (Boehrínger Mannheim's Roche 
Diagnostic) félhasználásával a gyártó leírása alapján.
DNS slot blot -  D IG System felhasználói utasítása alapján 
Southern hibridizáció -  Southern módosított módszerével, valamint a DIG 
System felhasználói utasítása alapján 
-  PCR amplifikádók
Eredmények és megbeszélés
1. Uropatogén Escherichia coli különböző fimbriákat ( l-es típusú, P, S ) kifejező és 
fimbriát nem hordozó izogén kfónjaival végzett patogenetikai vizsgálataink során 
igazoltuk a fimbriált törzsek subepithelialis kötőszöveti fehérjékhez (extracelluláris 
matrix fehérjék) való kötődését A  fimbriákkal rendelkező törzsek virulensebbnek 
mutatkoztak az egerekben ascendáló és hematogén fertőzés után. A  fimbriált 
törzsek vesetropizmusát intravénás fertőzés után a szervekből végzett 
csiraszámolással igazoltuk.
2. Vizsgálataink során kimutattuk, hogy felületesen altatott egerek intranasalis 
fertőzése után az alfa-hemolizáló £  coli és P. morganii törzsek hemorrhágiás 
tüdőödémát okoznak. 150 £  coli törzset vizsgálva azt tapasztaltuk, hogy majdnem 
100 % -os korreláció van az atfa-tiemolizin termelés és tüdötoxidtás között. 
Egyetlen törzset találtunk, amely a hemolizin termelés ellenére nem okozott 
hemorrhágiás tüdőödémát és elhullást A  hemolizint nem termelő törzsek egyike 
sem volt pozitív a tüdőtoxidtási vizsgálatokban. A  tüdötoxicrtást csak 
baktériumsejtekkel vagy szonikátumukkal tudtuk kiváltani, míg a hemolizinnel
7önmagában nem. A  tüdőödéma kialakulásában ezért további, eddig nem 
azonosított faktor(ok)nak is szerepet kell játszania.
Alfa-hemolizint termelő £  coli által okozott fertőzésen átesett személyek, illetve 
immunizált nyulak vérsavóinak vizsgálatával igazoltuk, hogy a vérükben a 
tüdőtoxikus hatást kivédő ellenanyagok indukálódnak, amelyek titere követi az anti- 
hemolftikus titereket. A  homológ rendszerben mérhető hatás mellett 
kereszt neutralizádó fennállását bizonyítottuk E. coli és P. morganii 
vonatkozásában.
3. Igazoltuk a leuX transfer RNS specifikus gén globális regulator szerepét a 
virulencia gének kifejeződésében in vitro (fimbria képzés, motilrtás, siderophor 
termelés) és in vivo (intranasalis, intravénás és intravesicalis egérfertőzések és 
clearance vizsgálatok) kísérletekkel. A  globális regulátor mutációjával elért 
attenuálás vakcina jelölt baktérium származékok előállításának űj lehetőségét veti 
fel.
A z  uropatogén E. coS enterális kolonizációjának tartósságát a leuX és se/C funkciók 
egyaránt befolyásolják. A  két gén bármelyikének funkciókiesése a kolonizáció 
időtartamának lerövidüléséhez vezet.
4. Egérkísérletekben kimutattuk, hogy a recA gén mutációjával az 
enterohaemorrhagiás £  coli törzsek elvesztik virulendájukat, míg az uropatogén £  
coli nem. A  recA gén mutádója szintén olyan élő attenuált vakdna kifejlesztésének 
elvi lehetőségét veti fel, amely rendelkezik a vad törzs egyéb immunogén 
sajátságaival, de nem rendelkezik a megbetegedést okozó toxin 
termelőképességgel, a toxint kódoló bakteriofágok jelenléte ellenére sem.
5. Vizsgáltuk különböző virulencia gének (pilE, porA, IgA proteáz génje) 
előfordulását a kommenzális neisseriák genetikai állományában. Genetikai
$azonosságot állapítottunk meg a N. meningitidis és a pilust kifejező kommenzális 
neisseriák pilinjeí között E z felveti a virulencia gének horizontális transzferének, 
mint a Neisseria genuson belüli evolúciós folyamatok egyik útjának lehetőségét
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